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Detekcija TiO2 nanodelcev v fibrinskem strdku z uporabo fluorescenčne
mikroskopije
Izvleček
V tem magistrskem delu so predstavljene metode za zaznavo treh elementov krvnega
strdka – nanodelcev, fibrina in rdečih krvničk. Nanodelci so organski ali neorganski
delci, ki imajo eno dimenzijo manjšo od 100 nm. Ker se je uporaba le-teh v zadnjem
času močno razširila, obstaja vedno več predvsem epidemioloških študij, ki nano-
delce povezujejo z različnimi obolenji, med drugim tudi s srčno-žilnimi boleznimi.
Eno od bolezenskih stanj je nastanek krvnih strdkov. Krvni strdek je sestavljen
iz fibrina, ki se polimerizira ob prisotnosti krvnih celic - trombocitov ter eritroci-
tov. Glavno vprašanje je, ali lahko vdihani nanodelci, ki so prisotni v onesnaženem
zraku, povzročijo nastanek srčno-žilnih bolezni, oziroma natančneje, nastanek krv-
nega strdka. Problem pri preučevanju morebitne vzročne povezave med nanodelci
in nastankom krvnih strdkov predstavlja detekcija vseh treh komponent v krvnem
strdku ter detekcija nanodelcev, katerih velikost je pod resolucijo klasične fluore-
scenčne mikroskopije, zato smo želeli poiskati metodo, ki bi nam omogočila ločiti
nanodelce, fibrin, eritrocite in trombocite v krvnem strdku.
Metode, ki smo jih želeli preizkusiti za zaznavo so bile konfokalna fluorescenčna mi-
kroskopija skupaj s fluorescenčno mikroskopijo s stimulirano emisijo in mikroskopsko
slikanje življenjskega časa fluorescence. Vse metode temeljijo na pojavu fluorescence,
zato smo uporabili fluorescentno označene nanocevke titanovega dioksida in fluore-
scentno označen fibrin, pri rdečih krvničkah smo zaznavali avtofluorescenco hemo-
globina.
Razvili smo metodo, s katero smo lahko ločili oba tipa celic (eritrocite in trombo-
cite), fibrin ter nanodelce. Uporabljeno metodo bi bilo v prihodnje treba še nekoliko
izpopolniti, da bi se lahko uporabljale ne le pri fiksiranih vzorcih, temveč tudi pri
snemanju v realnem času.
Ključne besede: fluorescenca, krvni strdek, mikroskopsko slikanje ži-
vljenjskega časa, fluorescenčna mikroskopija s stimulirano emisijo, na-
nodelci
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Detection of TiO2 nanoparticles in fibrin clot using fluorescence
microscopy
Abstract
This master’s thesis presents the methods we wanted to use for detection three el-
ements of a blood clot - nanoparticles, fibrin and, red blood cells. Nanoparticles
are organic or inorganic particles measuring one dimension less than 100 nm. Since
their use recently increased, there are more mainly epidemiological studies linking
nanoparticles to a variety of diseases, including vascular. One of the disease states
is the formation of a blood clot. A blood clot consists of fibrin, which polymerizes
in the presence of blood cells - platelets and erythrocytes. The main question is
whether inhaled nanoparticles present in polluted air can cause cardiovascular dis-
ease, or more specifically, the formation of a blood clot. The problem in studying
possible causal link between nanoparticles and blood clot formation is the detection
of all three components in a blood clot and the detection of nanoparticles whose
size is below the resolution of classical fluorescence microscopy, so we wanted to find
a method to separate nanoparticles, fibrin, erythrocytes and platelets in the blood
clot.
The methods we wanted to test for detection were confocal fluorescence microscopy
along with stimulated emission depletion microscopy and fluorescence lifetime imag-
ing microscopy. All of the methods are based on fluorescence, so fluorescently labeled
titanium dioxide nanotubes and fluorescently labeled fibrin were used. In red blood
cells, we detected auto-fluorescence of hemoglobin.
We developed a method by which we were able to separate both cell types (erythro-
cytes and platelets), fibrin and nanoparticles. The method used should be further
improved in the future so that they could be used not only for fixed samples but
also in real-time experiments.
Keywords: fluorescence, blood clot, fluorescent lifetime imaging, stimu-
lated emission depletion microscopy, nanoparticles
PACS: 32.50.+d, 83.80.Lz, 87.64.Tt, 81.07.De

Kazalo
1 Uvod . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
2 Teoretično ozadje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1 Nanodelci . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.1.1 Titanov dioksid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2.2 Fluorescenca . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14
2.3 Uklonska limita . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.4 Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence . . . . . . . . . . 17
2.5 Fluorescenčna mikroskopija s stimulirano emisijo . . . . . . . . . . . . 18
2.6 Krvni strdki . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
3 Metode dela . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.1 Priprava vzorcev . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.1.1 Materiali . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
3.1.2 Metode . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23
3.2 Mikroskopija . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
3.3 Računalniška obdelava meritev . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
4 Rezultati . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29
4.1 Fluorescenčna mikroskopija . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30
4.2 Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence . . . . . . . . . . 37
5 Razprava in zaključek . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
Literatura . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 45
Dodatek A Protokol za izdelavo krvnega strdka . . . . . . . . . . . . . 49





Vsakodnevno v svoje telo, bodisi s kozmetiko, z vdihavanjev (onesnaženega) zraka
ali z uživanjem hrane, vnašamo očem nevidne delce [1]. Že dlje časa je znano, da re-
dno vdihavanje delcev manjših od 2, 5 µm poveča možnost za nastanek srčno-žilnih
bolezni [2], novejše raziskave pa kažejo tudi povezavo z nevrodegenerativnimi bole-
znimi kot sta demenca in Alzheimerjeva bolezen [3].
O vzročni povezavi med nanodelci in nastajanjem krvnih strdkov ni veliko znanega.
Nekatere študije povezujejo nanodelce z motnjami v nastajanju krvnih strdkov [4]
oziroma da nanodelci, ki prehajajo prek pljuč, vsebujejo faktorje, ki so povezani s
strjevanjem krvi [5, 6]. V prihodnosti bi radi bolje raziskali mehanizem koagulacije
oziroma nastajanja krvnih strdkov ob prisotnosti nanodelcev, vendar je bil problem
pri proučevanju mehanizma, da nismo poznali metode, s katero bi lahko z razpolo-
žljivo opremo detektirali vse nam zanimive komponente krvnega strdka. Zato je bilo
treba poiskati metodo, pri kateri lahko hkrati zaznavamo vsaj tri različne elemente
oziroma komponente krvnega strdka.
Pri proučevanju bioloških vzorcev je pogosta uporaba konfokalne fluorescenčne mi-
kroskopije saj omogoča selektivno in specifično detektiranje molekul z dobrim raz-
merjem med signalom in šumom, pri čemer signal prihaja le iz fokusa [7].
V Laboratoriju za biofiziko, Odsek za fiziko trdne snovi, Institut Jožef Stefan, kjer
je potekalo raziskovalno delo, sem uporabila naslednje metode: konfokalna fluore-
scenčna mikroskopija, fluorescenčna mikroskopija s stimulirano emisijo (STED) in
mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence (FLIM). Merilni sistem sesta-
vljajo trije laserji in štirje detektorji, ki omogočajo hkratno zaznavanje treh različnih
kombinacij vzbujevalnega laserja in detektorja za merjenje intenzitete fluorescence
ali posebno meritev življenjskega časa fluorescence.
V tem magistrskem delu smo razvili metodo, s katero smo lahko ločili oba tipa celic
(eritrocite in trombocite), fibrin ter nanodelce. Uporabili smo konfokalno fluore-
scenčno mikroskopijo v povezavi s STED mikroskopijo in FLIM. Rezultati kažejo,
da je z uporabljenenimi metodami možno sočasno detektiranje vseh treh komponent







Nanodelci so majhni organski ali neorganski delci, ki imajo po definiciji Evropske
komisije iz leta 2011 vsaj eno dimenzijo manjšo od 100 nm in jih zaradi unikatnih
lastnosti uporabljamo vsakodnevno kot dodatke v industriji (proizvodnja pnevma-
tik, plastike, sončnih panelov, kozmetike ...) ali kot kvantne fluorescentne pike za
označevanje bioloških vzorcev [1, 5, 8].
Nanodelci lahko v naše telo vstopajo preko treh organskih sistemov - dihal, kože in
prebavnega trakta, nato lahko po telesu potujejo (slika 2.1).
V pljuča lahko vstopajo le delci, katerih aerodinamični premer je manjši od 10 µm,
pri čemer manjši delci lahko potujejo globlje v pljuča kot večji. Večji delci, ki se
ustavijo v zgornjem delu dihal, se izločijo s pomočjo migetalnega pljučnega epite-
lija, ki ga prekriva sluz oziroma mukus. S pomočjo krčenja mišic, se zmes mukusa
in tujkov potiska v požiralnik. Delci, manjši od 100 nm, se vgnezdijo v pljučnih
mešičkih, ki se nahajajo globoko v pljučih, kjer ni epitelija z migetalkami. Tu delce
sčistijo makrofagi, kar lahko sproži vnetni odziv in na dolgi rok zabrazgotinjenje
pljuč [1]. Urbančič in sodelavci so pokazali, da se nanodelci lahko ovijejo v pljučni
lipidni dvosloj in tako prehajajo preko pljuč v kri [5].
Koža je pregrada, ki človeka ščiti pred zunanjimi dejavniki. Sestavljena je iz vrh-
njice, usnjice in podkožja. Površina vrhnjice je sestavljena iz odmirajočih celic,
zaradi katerih je absorpcija oziroma penetracija večini kemikalij in delcem onemo-
gočena, vendar pa lahko le-ti globje v kožo vstopajo preko lasnih mešičkov ali z
vtiranjem. Raziskav, ki bi z gotovostjo trdile, da nanodelci lahko prehajajo v kri
preko kože, ni [1].
Prebavila so kompleksnejša pregrada, saj preko njih v telo vstopajo makromolekule.
Kinetika prehoda je odvisna od različnih dejavnikov, med drugim difuzije prebavil
in velikosti delca [1].
2.1.1 Titanov dioksid
Titanov dioksid (TiO2) je polprevodni, kemično in biološko inertni material, čigar
poraba in proizvodnja se zaradi nizke cene močno povečuje. Nanodelci TiO2 so za-
radi optičnih lastnosti (večji delci, ena od dimenzij ∼ 200 nm, sipajo vidno svetlobo,
manjši delci, ena od dimenzij < 100 nm, absorbirajo UV svetlobo in so prozorni v
vidnem spektru) v porastu v prehrambeni industriji, kot barvilo, v kozmetiki, kot
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Slika 2.1: Shema prikazuje vstopanje nanodelcev v telo in njihovo premikanje v njem.
S polno črto so označene dokazane poti, s črtkano črto pa poti, ki niso dokazane, so
pa možne. Prirejeno po: [9].
barvilo ali aktivna substanca v kremah za sončenje, barvilo v zobnih pastah idr., pri
proizvodnji barv ipd. S porastom uporabe se pojavljajo tudi študije, ki nakazujejo,
da ima titanov dioksid negativne vplive na človekovo zdravje - povečuje oksidativni
stres, je karcinogen in genotoksičen ter moti delovanje imunskega sistema [9, 10, 11].
2.2 Fluorescenca
Fluorescenca je naravni pojav, ki ga je prvič opisal Nicolás Monardes v 16. stoletju.
Pri opazovanju poparka iz mehiškega lesa, kasneje imenovanega Lignum nephriti-
cum, je opazil, da se voda na sončni svetlobi obarva modro. Ko je v 19. stoletju
G. G. Stokes opisal sposobnost fluorita, da spremeni UV spekter v spekter modre
svetlobe, je pojav poimenoval fluorescenca [12].
Fluorescenca je izsevanje svetlobe, ki se zgodi nekaj nanosekund po absorpciji fo-
tona z določeno energijo oziroma valovno dolžino. Valovna dolžina absorbiranega
fotona je krajša, kot valovna dolžina izsevanega fotona. Razliko valovnih dolžin med
absorbiranim in emitiranim fotonom imenujemo Stokesov premik [13].
Molekule, pri katerih opazimo fluorescenco, imenujemo fluorescenčna barvila ozi-
roma fluoroforji. Ko fluorofor v osnovnem elektronskem stanju absobira foton, se
lahko vzbudi - to pomeni, da se spremeni elektronska, vibracijska in/ali rotacijska
energija zunanjega elektrona. Prehod iz osnovnega v vzbujeno stanje se zgodi le v
primeru, da energija fotona (Efot = hν) ustreza energijski razliki med dvema sta-
njema elektrona (∆E = E2 − E1). V primeru, da je energija fotona ustrezna, je
proces vzbujanja običajno hiter (v nekaj femtosekundah). Vendar pa je vzbujeno
stanje energijsko neugodno, torej nestabilno, zato se zgodi relaksacija, ki poteka v





Slika 2.2: (a) zelo poenostavljen diagram Jablonskega. Z debelejšo črto sta označena
osnovno stanje (S0) in prvo vzbujeno stanje (S1) elektrona. S tanjšimi črtami so
označena še vibracijska stanja posameznega elektronskega stanja. Z zeleno črto je
prikazana ekscitacija po absorpciji fotona, z rumeno fluorescenca oziroma relaksa-
cija elektronskih stanj. Prirejeno po: [15]. (b) grafični prikaz enačbe 2.1 oziroma
spreminjanje intenzitete fluorescence s časom. Ob času nič je bil vzorec vzbujen,
nato intenziteta eksponentno pada, dokler vzorec ne sveti več. Prirejeno po: [16].
kund) in počasnejša, elektronska (nekaj nanosekund). Pri slednji se izseva foton
vidne svetlobe. Potek vzbujanja in relaksacije pri posameznem atomu, lahko prika-
žemo na diagramu Jablonskega, katerega poenostavljen primer je na sliki 2.2a [13].
Fluorescenca ima dve značilnosti: spreminjajočo se intenziteto izsevane svetlobe v
odvisnosti od časa in tako imenovani efekt bledenja (ang. bleaching effect). Bledenje
je pojav, pri katerem fluoroforji, če jih osvetlimo prevečkrat ali s svetlobo s previ-
soko intenziteto, svetijo slabše ali ne svetijo več. To je nezaželen pojav, ki otežuje




kjer je Iex intenziteta vzbujevalne, ekscitacijske svetlobe, Q kvantni izkoristek, σ
presek za fluorescenco in τ razpadni oziroma življenjski čas fluorescence. Grafični
prikaz te enačbe je na sliki 2.2b.
Življenjski čas fluorescence je lastnost fluoroforja in ni povezan s spremembami v
intenziteti vzbujevalnega laserja, optičnimi izgubami, koncentracijo fluoroforjev. Na
življenjski čas fluorescence vpliva mikrookolje fluoroforja, kot na primer pH, tempe-
ratura, koncentracija kisika in/ali ionov, polarnost [14]...
2.3 Uklonska limita
Širjenje svetlobe v optiki lahko opišemo z dvema modeloma. Preprost model, model
žarkovne optike, predpostavi, da se svetloba od izvora širi v ravnih črtah - žarkih.
V žarkovnem modelu s povečevanjem povečave, lahko neomejeno povečamo tudi lo-
čljivost mikroskopa. Že v 17. stoletju je Huygens opazili, da se svetloba razširja
skozi male odprtine tudi na področja, kamor se po žarkovnem modelu žarki ne bi
smeli. Ta pojav imenujemo uklon, model, pri katerem je uklon mogoč, pa model va-
lovne optike. Model valovne optike upošteva tako imenovano Huygensovo oziroma
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Huygens-Fresnelovo načelo, ki pravi, da je vsaka točka na končno velikem izvoru
svetlobe, točkast krogelni izvor svetlobe [17].
Ernest Abbe je v 19. stoletju predstavil minimalno razdaljo, pri kateri še lahko
ločimo dva predmeta med seboj. Le-ta je povezana z uklonom svetlobe, pomembno
vlogo pa igrata numerična apertura objektiva in kondenzorja (NA) ter valovna dol-
žina izsevane svetlobe (λ).
Numerična apertura je lastnost objektiva oziroma kondenzorja in je definirana kot:
NA = n sin(θmax), (2.2)
kjer je θmax polovični kot v vrhu stožca, pod katerim svetloba vpada na objektiv ali
kondenzor, in n lomni količnik medija med vzorcem in objektivom ali kondenzorjem
(slika 2.3b).
Točkast izvor svetlobe lahko opišemo s tako imenovano funkcijo razširjanja točka-
stega izvora (ang. point spread function, PSF), radialno odvisnost intenzitete takega






kjer je I0 intenziteta centralne točke, J1 Besslova funkcija prvega reda in ψ = 2πNA rλ .
Minimalno razdaljo, pri kateri še lahko ločimo dve točki ali dva vrhova dveh različnih





kjer je λ0 valovna dolžina svetlobe v vakuumu, NAobj numerična apertura objek-
tiva in NAkond numerična apertura kondenzorja. Faktor 1, 22 je povezan s prvim
minimumom prve Besslove funkcije. Minimum se nahaja pri vrednosti ψ = 3, 83,
ψ/π = 1, 22. V primeru Abbejeve limite, je vrednost faktorja 1. Ko zmanjšamo
zaslonko kondenzorja v točko, in gre NAkond proti nič, enačbo 2.4 prepišemo v:




kjer je rAiry radij slike točkastega osvetljenega telesa v fokusu. Kot je prikazano
na sliki 2.3a, morata biti dva točkasta izvora v vzorcu narazen vsaj za rAiry, da ju






V enačbi n predstavlja lomni količnik medija, zmin najmanjšo aksialno razdaljo med
dvema točkama, da ju še ločimo, oziroma spremembo višine objektiva, da zaznamo
prvi minimum intenzitete svetlobe enega od virov [18, 19, 20].
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2.4. Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence
(a)
(b)
Slika 2.3: (a) s sivo pikčasto črto je prikazana posamezna PSF vsake od točk, z
modro polno črto vsota intenzitet teh dveh točk. Abscisa predstavlja razmerje med
oddaljenostjo dveh točk oziroma r/λ, na ordinatni osi je prikazana normalizirana
intenziteta svetlobe. Prirejeno po: [19]. Na (b) je prikazano kako je s pomočjo kota
θ definirana numerična apertura (NA = n sin(Θmax)). Prirejeno po: [21].
2.4 Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluore-
scence
Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence ali angleško Fluorescence Life-
time Imaging Microscopy (FLIM) je mikrospektroskopska tehnika, pri kateri dobimo
prostorsko porazdelitev življenjskih časov vzbujenih stanj fluoroforjev. FLIM se upo-
rablja na veliko različnih področjih, kot so forenzična znanost, mikrofluidni sistemi,
restavracija umetnin, saj nanj, kot že omenjeno vpliva mikrookolje fluoroforja [16] ...
Princip delovanja metode sloni na dejstvu, da intenziteta fluorescence eksponentno
pada s časom, kot opisano v poglavju 2.2. Običajni življenjski časi so na nanose-
kundni skali.
Meritve lahko potekajo v frekvenčni ali časovni domeni (slika 2.4). Pri meritvah
v frekvenčni domeni vzorec osvetlimo s sinusno modulirano svetlobo. Vzorec nato
prav tako izseva sinusno modulirano svetlobo, vendar s spremenjeno relativno glo-
bino modulacije, M, in faznim zamikom, ∆Φ, iz katerih lahko izračunamo značilna
življenjska časa fluorescence τM in τΦ. Časa se ne razlikujeta pri homogenih vzorcih.
Pri heterogenih vzorcih sta časa različna in za izračun življenjskega časa fluorescence,
se meritev izvede pri več različnih frekvencah modulacije signala.
Pri meritvah v časovni domeni življenjski čas merimo neposredno. Vzorec osvetlimo
s kratkim sunkom svetlobe, vzorec nato izseva svetlobo, katere intenziteta pojema
eksponentno s časom. Čas izračunamo iz razpadne krivulje po formuli 2.1. Meritve
v časovni domeni lahko izvedemo na dva načina: z uporabo časovno koreliranega
štetja posameznih atomov (ang. time correlated single photon counting, TCSPC)
ali s štetjem določenega števila fotonov na vnaprej določenih diskretnih časovnih
intervalih [14, 22, 23].
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Slika 2.4: Prikazana sta dva principa meritve FLIM. Na levi strani meritve v časovni
domeni, kjer s kratkim sunkom vzbudimo fluorofor in merimo življenjski čas fluo-
rescence neposredno. Na desni strani meritve v frekvenčni domeni, kjer na vzorec
svetimo z modulirano svetlobo. Vzorec prav tako sveti z modulirano svetlobo, ki
ima lahko fazni zamik in spremenjeno relativno globino modulacije. Prirejeno po:
[23].
2.5 Fluorescenčna mikroskopija s stimulirano emi-
sijo
Fluorescenčna mikroskopija s stimulirano emisijo ali angleško Stimulated Emission
Depletion (STED) microscopy je vrsta t. i. superločljive mikroskopije, pri kateri
ločljivost povečamo izza uklonske limite z uporabo dveh laserjev: laser, s katerim
vzbujamo molekule fluorofora, in laser, s katerim na robu vzbujenega območja izčr-
pamo oziroma izpraznimo molekule fluoroforja, kar dosežemo s posebno oblikovanim
prečnim profilom t.i. laserskega žarka STED. Tehniko je leta 1994 razvil Stefan W.
Hell in zanjo leta 2014 dobil Nobelovo nagrado za kemijo [24].
Glavni proces pri STED mikroskopiji je fluorescenca. Z vzbujevalnim laserjem vzbu-
dimo v prvo vzbujeno stanje fluorofore, ki nato izsevajo fotone. Z drugim laserjem,
recimo mu laser STED, stimuliramo emisijo, to je hitrejši prehod elektrona nazaj v
osnovno stanje. Stimuliran proces traja med nekaj pikosekundami in nekaj femto-
sekundami, namesto nekaj nanosekund, kolikor traja nespodbujen prehod. Hitrejša
relaksacija osiromaši fluorescenco in posledično je intenziteta izsevane svetlobe na
območju, kjer smo stimulirali prehod, zelo nizka.
Ekscitacijski laser vzbudi elektron iz osnovnega stanja v eno od vibracijskih stanj
prvega vzbujenega stanja. Nato na isti del vzorca posvetimo z visoko intenzitetnim
sunkovnim laserjem STED, katerega energija je enaka energijski špranji med prvim
vzbujenim in osnovnim stanjem. Ker v žarku laserja STED s pomočjo posebnega
optičnega elementa ravnino polarizacije zavrtimo okoli osi laserskega žarka, ima ta
žarek v svoji opitčni osi ničelno intenziteto. Zato laser STED ob osi ne izniči že
vzbujenih stanj fluoroforov. Intenziteta žarka se okoli osi kvadratično povečuje,
zato lahko s povečevanjem intenzitete laserja STED spreminjamo širino te t. i. lu-
knje na sredini profila žarka. Ko je intenziteta laserja STED zadostna, se vzbujeni
fluoroforji vrnejo v osnovno stanje in ne fluorescirajo. Intenziteta laserja STED in
osiromašenje fluorescence sta med seboj povezana. Višja kot je intenziteta laserja
STED, manjši bo volumen, iz katere bo prihajala fluorescenca. Shematski prikaz je
na sliki 2.5. Za doseganje super resolucije, je modulirana intenziteta laserja STED
kot že rečeno običajno v obliki torusa oziroma ameriškega krofa (ang. doughtnut).
V sredini je intenziteta laserja STED (ISTED) nižja od nasičene intenzitete (Isat), v
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Slika 2.5: Dvodimenzionalen prikaz povezave med intenziteto laserja STED (ozna-
čeno z oranžno) in velikostjo fluorescenčne pike (zelena). Višja kot je intenziteta
laserja STED, manjši bo volumen, iz katerega fluorescirajo fotoni. V zgornji vrsti
sta prikazana ekscitacija (modro) in dušenje, v spodnji velikost fluorescencence glede
na zgornjo vrsto. Prirejeno po: [25].
obroču višja, zato je v obroču fluorescenca zadušena, v središču pa ne. Najmanjši
znani radij centralnega dela je 6 nm [26], vendar je običajna velikost 30 - 70 nm [25].







kjer je NA numerična apertura objektiva, λ valovna dolžina laserja STED, ISTED
intenziteta laserja STED, Isat nasičena intenziteta, ki je definirana kot intenziteta
laserja STED, pri kateri je intenziteta fluorescence zadušena na polovico začetne
intenzitete [25]. STED mikroskopija se je izkazala za uporabno, pri čemer je treba
upoštevati nekaj omejitev. Prva omejitev je, da mora imeti laser STED, da do-
seže zadušitev intenzitete, visoko intenziteto, ki dosega megawatt do gigawatt na
kvadratni centimeter (MW/cm2 do GW/cm2) [15]. Druga, da morajo biti laserski
sunki krajši od življenjskega časa vzbujenega stanja [27]. Tretja je življenski čas
fluoroforjev, ki je običajno do 108 vzbujanj, pri čemer je treba upoštevati, da za
vsak posnetek vzbudimo najmanj 200 nm vzorca [13].
2.6 Krvni strdki
Kri je zelo kompleksna tekoča zmes več različnih tipov komponent, ki po krvnem
obtoku kroži po telesu in organom dostavlja kisik ter hrano, deluje kot obrambni
mehanizem pred okužbami, celi rane in s pomočjo katere telo ohranja konstantno
temperaturo. V osnovi kri sestavljata dve komponenti: krvna plazma in krvne
celice. Krvna plazma je tekoči del, ki volumsko predstavlja 55% krvi. V glavnem je
sestavljena iz vode, v njej pa so raztopljeni še proteini, plini, minerali soli, ioni in
druge molekule, med drugim tudi fibrinogen. Krvne celice, ki volumsko predstavljajo
45% krvi, se delijo na:
• rdeče krvničke ali eritrocite: njihovo značilno rdečo barvo in funcijo določa
protein imenovan hemoglobin, na katerega se veže kisik in tako potuje po
telesu;
• bele krvničke ali levkocite: obstaja jih več vrst, sodelujejo pri imunskem
odzivu ter proizvodnji protiteles;
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• krvne ploščice ali trombocite: sodelujejo pri celjenju ran, saj pri aktivaciji
postanejo lepljive in mrežijo fibrin [28].
Krvni strdki so strukture, sestavljene iz polimerizirane fibrinske mreže, v katero so
ujete krvne celice. Krvni strdki nastanejo ob poškodovani žilni steni in s tem pre-
prečijo nekontroliran odtok krvi iz krvnega obtoka. V običajnih fizioloških pogojih
krvni strdki nastanejo in razpadejo, v primeru patofizioloških pogojev pa ali strdki
nastajajo prekomerno (tromboza) ali pa se kri ne strjuje dovolj in se s tem poveča
možnost za krvavitve (hemofilija). Ker krvni strdki predstavljajo delno ali popolno
zaporo žile, ovirajo oskrbovanje tkiv s potrebnimi snovmi za celični metabolizem
[29]. Čeprav je sprva veljalo, da je možnost za nastanek krvnega strdka predvsem
večja operacija, novejše raziskave kažejo na več faktorjev, med drugimi debelost in
starost [30].
Glavni elementi krvnega strdka so fibrinska vlakna in krvne celice (rdeče krvničke,
bele krvničke in krvne ploščice). Fibrinska vlakna ob prisotnosti trombina nastanejo
iz fibrinogena, proteina, ki se nahaja v krvi v koncentraciji 2 - 4 mg/mL. Vlakna
se nato s pomočjo krvnih ploščic zamrežijo, v to mrežo pa se ujamejo rdeče in bele
krvničke ter ostale snovi, ki so v krvi. S tem se krvnemu strdku zagotovi mehanska
stabilnost. Stabilnost strdka je odvisna od več različnih dejavnikov, med drugim ko-





Eksperimentalno delo je potekalo v Laboratoriju za biofiziko, Odsek za fiziko trdne
snovi na Inštitutu Jožef Stefan pod mentorstvom prof. dr. Janeza Štrancarja.
Vzorce smo pripravili v pripravljalnem laboratoriju in jih nato v vsebnikih prenesli




V tabelah so zapisani materiali in kemikalije, ki smo jih uporabili za pripravo vzor-
cev. V tabeli 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5 so navedeni uporabljeni materiali in kemikalije za
pripravo strdka, modificiranega Hepes-Tyrodenovega pufra, bikarbonatnega pufra,
funkcionalizacijo nanodelcev in za označevanje nanodelcev. Postopki so opisani v
podpoglavju 3.1.2 ter v dodatkih A in B.
material/kemikalija koncentracija volumen [µL]
modificiran Hepes-Tyrode pufer 745
rdeče krvničke 5 - 10
s trombociti bogata plazma 200
fibrinogen, konjugiran z Alexo 647 (cfibr = 1, 5 mg/mL) 20 µL/mL 12,7
trombin 1 enota/mL 2
nanodelci (cNP = 1 mg/mL) 1
Tabela 3.1: Seznam materialov in kemikalij, uporabljenih za pripravo krvnega strdka
s pripadajočimi koncentracijami in volumni. Končni volumen vzorca je ∼ 1 mL.
Končna koncentracija kemikalije v vzorcu in količina dodane kemikalije pri pripravi
vzorca je podana za primer, ko v vzorec primešamo 10 µL rdečih krničk. Količina
vzorca se spreminja glede na volumen dodanih nanodelcev in rdečih krvničk.
21
Poglavje 3. Metode dela









Tabela 3.2: Seznam kemikalij, uporabljenih za pripravo modificiranega Hepes-
Tyrodenovega pufra. Masa je preračunana iz koncentracije za 100 mL pufra. Okraj-
šave v tabeli: HEPES - 2-[4-(2-hidroksietil)piperazin-1-il]etansulfonska kislina, NaCl
- natrijev klorid, KCl - kalijev klorid, NaHCO3 - natrijev hidrogenkarbonat (znano
tudi kot soda bikarbona), NaH2PO4 - natrijev dihidrogenfosfat, BSA - serumski
albumin goveda (ang. bovine serum albumin), MgCl2 - Magnezijev diklorid.
kemikalija koncentracija [mM] količina
NaHCO3 15,8 2,65 g
Na2CO3 39,6 2,10 g
ultra čista voda 500 mL
Tabela 3.3: Seznam kemikalji, potrebnih za pripravo 500 mL bikarbonatnega pufra.
Za mešanje bikarbonatnega pufra uporabljamo prečiščeno vodo tipa 1 oziroma ultra-
čisto vodo, ki jo pridobimo z Millipore Simplicity 185. Na2CO3 - natrijev karbonat
material/kemikalija količina
TiONa2 - NT 100 mg
toluen 120 mL
3-(2-aminoetilamino)propiltrimetoksisilan (AEAPMS) 840 µL
heksan 90 mL





funkcionalizirani TiONa2 - NT 6 mg
100-krat razredčen bikarbonatni pufer 6 mL
Star 520SXPR⃝ NHS-ester 1 mg
brezvodni DMSO 100 µL
96 % etanol 31, 69 g
bikarbonatni pufer 0, 5 mL
voda 11, 265 mg
100-krat razredčen bikarbonatni pufer 4 mL
Tabela 3.5: Seznam materialov in kemikali uporabljenih pri postopku označevanja




V Laboratoriju za biofiziko se uporabiljajo TiO2 nanodelci (TiONa2 - NP) v obliki
nanocevk, ki jih pripraviljajo dr. Polona Umek in sodelavci na Odseku za fiziko
trdne snovi na Inštitutu Jožef Stefan. Nanodelce se nato v Laboratoriju za biofiziko
označi z želenim barvilom. V našem primeru smo izbrali barvilo Abberior STAR
520SXP, ker ima barvilo velik Stokesov premik (slika 3.1), kar omogoča, da barvilo
vzbudimo z laserjem z valovno dolžino 561 nm in fluorescenco opazujemo z detek-
torjem, ki pokriva valovne dolžine 650 nm - 710 nm. V nadaljevanju ta detektor
označujemo s Cy5(685/70).
Da lahko nanodelce označimo z barvilom, jih moramo najprej funkcioanlizirati. V
stekleno vialo smo zatehtali 100 mg TiONa2 - NP in dodali 30 mL toluena. Zmes
smo najprej sonicirali 20 min pri 37 kHz, nato inkubirali na 60 ◦C na magnetnem
mešalu. V drugi viali smo zmešali 30 mL toluena in po kapljicah v mešanico z na-
nodelci dodali 840 µL 3-(2-aminoetilamino)propiltrimethoksisilana (AEAPMS9).
Po enem tednu inkubacije na 60 ◦C, smo mešanico ohladili na sobno temperaturo,
prestavili vzorec v filtrirno vialo in štirikrat centrifugirali po 5 - 10 min pri pospe-
šku 1000 g. Pred vsako naslednjo filtracijo smo ostanek raztopili v 30 mL toluena.
Za dodatne tri filtracije, ki jih prav tako izvedemo pri pospešku 1000 g smo toluen
zamenjali s heksanom.
Filtrat smo nato sušili 12 ur pri 80 ◦C, ga za dve uri prestavili v vakuumsko črpalko
pri 150 mbar in 80 ◦C ter ga shranili v steklenih vialah do označevanja.
Pred označevanjem smo pripravili bikarbonatni pufer (količine so navedene v ta-
beli 3.3), katerega osmolarnost je 0.5 osm in pH približno 10. V stekleni viali smo
pripravili 6 mg funkcionaliziranih nanodelcev in 6 mL 100-krat razredčenega bikar-
bonatnega pufra ter mešanico sonicirali v kopeli 30 s, da so se nanodelci dispergirali.
Nato smo vzorec sonicirali še s sonikatorjem v ledeni kopeli. Uporabili smo mikro
konico 1/8", pri čemer smo uporabili nastavitev 5 s delovanja, 5 s mirovanja, moč
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Slika 3.1: Absorpcijski in ekscitacijski spekter barvila Star 520SXP, s katerim obar-
vamo TiO2 - NP. Absorpcijski in ekscitacijski spekter sta precej razmaknjena, Sto-
kesov premik je velik, torej bomo lahko barvilo vzbujali z laserjem z λ = 561 nm
in ga v vzorcu opazovali predvsem z detektorjem Cy5(685/70). Poleg spektra so
dodani še vsi trije laserji (λ = 561 nm, λ = 640 nm, λ = 775 nm) in oba
detektorja (Cy3(605/50) in Cy5(685/70)).
20− 30 W in čas 15 min.
Raztopili smo 1 mg Star 520SXPR⃝ NHS-estra v 100 µL brezvodnega DMSO, da
smo dobili raztopino s koncentracijo 12, 1 mM. Po končani sonikaciji smo odpipe-
tirali 19, 83 µL raztopine barvila v vialo z nanodelci in za 15 s vialo postavili na
vibracijsko mešalo. Ponovili smo postopek sonikacije z mikro konico, pri čemer smo
podaljšali čas iz 15 min na 30 min. Vialo smo prestavili na magnetno mešalo in me-
šali 12 do 14 ur. Do nadaljne uporabe smo označene nanodelce shranili v hladilniku
pri 4 ◦C.
Pred uporabo označenih nanodelcev moramo iz raztopine odstraniti prosto barvilo.
Uporabili smo 2 mL raztopine pobarvanih nanodelcev, ki smo jih odpipetirali v 4 mL
Amicon Ultra 100K napravo za filtriranje s centrifugiranjem (ang. centrifugal filter
device) s 100 kDa membrano. Centrifugirali smo 15 min pri pospešku 1000 g. Posto-
pek filtracije s centrifugiranjem smo ponovili še štirikrat. Vsakič smo zavrgli filtrat,
nefiltriran del raztopili: dvakrat s 70 % etanolom, redčenim v bikarbonatnem pufru
(uporabili smo 96 % etanol, nerazredčen bikarbonatni pufer in vodo, točne količine
so navedene v tabeli 3.5) in dvakrat s 100-krat razredčenim bikarbonatnim pufrom.
Po končanih centrifugacijah smo raztopili ostanek z želenim medijem in ga prestavili
v stekleno vialo ter shranili v hladilniku. Če je med uporabo in filtracijo poteklo
več kot teden dni, je bilo treba nanodelce ponovno centrifugirati (enkrat 15 min pri




Za pripravo krvnih strdkov smo uporabili modificiran protokol, ki so nam ga posre-
dovali iz laboratorija Rinku Majumder (Louisiana State University Health Sciences
Center New Orleans, School of Medicine (LSUHSC) v New Orleansu v Združenih dr-
žavah Amerike). Uporabili smo: modificiran Hepes-Tyrodenov pufer (mHT ), rdeče
krvničke (RBC – red blood cells), s krvnimi ploščicami bogato plazmo (PRP – pla-
tlet rich plasma), fibrinogen, označen z Alexo 647 (cfibr = 1, 5 mg/mL, slika 3.2),
trombin in nanodelce, označene z barvilom Star 520SXP. Podrobnejše količine in
koncentracije so podane v tabeli 3.1.
Slika 3.2: Absobrcijski in emislijski spekter barvila Alexa Fluor 647, s katerim je
obarvan fibrinogen. Poleg spektra so dodani še vsi trije laserji (λ = 561 nm,
λ = 640 nm, λ = 775 nm) in oba detektorja (Cy3(605/50) in Cy5(685/70)).
Vse v tabeli 3.2 naštete kemikalije smo zmešali s 100 mL vode, da smo dobili modi-
ficiran 10-kraten Hepes-Tyrodenov pufer.
Svežo kri (odvzeto na dan priprave vzorca v VACUTUBE koagulacijsko epruveto, v
kateri je 3, 2 % raztopina trinatrijevega citrata) smo centrifugirali 15 min pri 100 g
in 15 ◦C. Pri teh pogojih se kri loči na dve frakciji, to je plazmo, bogato s trombociti
(PRP) in rdeče krvničke (RBC). Frakciji sta prikazani na sliki 3.3. Vsako od frakcij
smo prestavili v svojo mikrocentrifugirko in PRP za 30 min inkubirali v vodni ko-
peli pri 30 ◦C. V novi mikrocentrifugirki smo zmešali vse komponente za izdelavo
krvnih strdkov, ki so naštete v tabeli 3.1. Trombin smo dodali na koncu, na hitro
resuspendirali in krvne strdke v nastajanju nanesli na objektna stekelca. Uporabili
smo dva načina nanosa za pripravo tankega vzorca, primernega za mikroskopijo:
1. Vzorec smo razmazali na objektno stekelce z vatirano palčko.
2. Na objektno stekelce smo nalepili dva koščka lepilnega traku v razmaku veliko-
sti krovnega stekelca. Med ta dva koščka lepilnega traku smo dodali 5 − 8 µL
veliko kapljico vzorca in nanjo položili krovno stekelce.
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Vzorce smo nato postavili v petrijevko, v katero smo na dno položili v PBS namočene
brisačke, in jih postavili na grelnik s 37 ◦C za želen čas inkubacije (med 10 min in
120 min). Po končani inkubaciji smo vzorce spirali z 10-krat redčenim PBS in jih
fiksirali z 2, 5 % glutaraldehidom.
Slika 3.3: Primer vzorca krvi po centrifugiranju. Zgornja, rumenooranžna plast je s
trombociti bogata plazma; spodnja, rdeča plast so rdeče krvničke.
3.2 Mikroskopija
Pri meritvah smo uporabili mikroskop, ki omogoča meritve konfokalne fluorescenčne
mikroskopije, fluorescenčno mikroskopijo s stimulirano emisijo in FLIM mikrosko-
pije. Sistem (slika 3.4) je sestavljen iz dveh vzbujevalnih laserjev z valovnima dol-
žinama 561 nm in 640 nm, laserja STED z valovno dolžino 775 nm, dveh ”notch”
filtrov, ki filtrirata svetlobo valovnih dolžin 561 nm ± 15 nm in 640 nm ± 20 nm,
navadnih in polprepustnih zrcal ter zaslonke. Svetlobo lahko detektiramo s tremi
detektorji. Pri fluorescenci se uporabljata dve plazovni diodi (APD), pri čemer
APD 1 oziroma detektor Cy3(605/50) zaznava valovne dolžine 605 nm ±25 nm,
APD 2 oziroma detektor Cy5(685/70) zaznava valovne dolžine 685 nm ± 35 nm.
Svetlobo na Cy3(605/50) usmerimo s polprepustnim zrcalom, preostanek svetobe
na Cy5(685/70) pa z navadnim zrcalom. V primeru FLIM mikroskopije je za za-
slonko postavljeno zrcalo, ki vso svetlobo odbije v 16 kanalno fotopomnoževalko, ki
je povezana s TCSPC (time corelated single photon counter, Becker & Hickl GmbH).
3.3 Računalniška obdelava meritev
Meritve, ki smo jih opravili na mikroskopu, smo obdelali z dvema različnima pro-
gramoma. Meritve FLIM smo obdelali v programu SPCImage NG (Becker & Hickl
GmbH), meritve fluorescence smo obdelali s programom Imspector (Abberior In-
struments GmbH). Program Imspector omogoča pravilno delovanje mikroskopa in
analizo fluorescenčnega signala, za obdelavo v programu SPCImage NG smo po-
datke izvozili.
Program SPCImage NG s pomočjo nastavitve različnih parametrov izračuna življenj-
ski čas fluorescence. V programu lahko nastavimo pričakovano število življenjskih
časov (do največ tri), združujemo število pikslov ter s tem zmanjšamo šum in še
mnogo drugih možnosti ... Program nato izriše podatke (kot točke) in le-tem prila-
gojeno krivuljo razpadnega časa ter barvno sliko, kjer barva predstavlja povprečni




i=1 ai, kjer je ai delež ži-
vljenjskega časa, intenziteta na sliki pa je število fotonov v dani točki. Poleg slike in
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Slika 3.4: Skica merilnega sistema. Oznake na skici: D - dikroik oziroma polpre-
pustno zrcalo, DR - premični dikroik (dichroic (removable)), FC - kocka s filtrom
(filter cube), M - zrcalo (mirror), MF - prevračajoče se zrcalo (flip mirror), BF -
bandpass filter, SLM - prostorski modulator svetlobe (spatial light modulator), N -
notch filter, LS - posebne leče (lens special).
grafa življenjsega časa program izriše še intenziteto posameznega barvnega območja
in histogram, na katerem je prikazana intenziteta in število fotonov v posameznem
intervalu življenjsega časa.
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Vzorce krvnih strdkov smo analizirali na dva načina - s fluorescenčno mikroskopijo
in FLIM mikroskopijo. Pripravili smo tri različne vzorce: strdek s fibrinom in eri-
trociti, ki nam je služil kot kontrolni vzorec, strdek s fibrinom, eritrociti in nanodelci
ter kontrolni vzorec le z označenimi nanodelci.
Na začetku smo imeli pri pripravi vzorcev težavo, saj nam strdek v epruveti ni na-
stal. Z izkustveno metodo (tudi metodo poskusov in napak, ang. trial and error)
smo s spreminjanjem posameznih količin in delov protokola uspeli najti optimalni
protokol za naš poskus. Na sliki 4.1 sta prikazana dva poskusa: en uspešen in en
neuspešen. Ker nam je vedno ostal del vzorca v viali ali eprueti, smo lahko že po
nekaj minutah ugotovili ali je bila priprava vzorca uspešna.
Pri pripravi vzorcev za mikroskopijo je bilo pomembno, da so vzorci tanki, zato smo
preizkusili dve različni metodi nanosa vzorca na objektno stekelce. Pri prvem na-
činu smo z vatirano palčko vzorec razmazali po stekelcu, pri drugem načinu smo na
objektno stekelce nalepili dva manjša kosa samolepilnega traku, vmes odpipetirali
5 µL - 8 µL veliko kapljico in kapljico sploščili s krovnim stekelcem. Izkazalo se je,
da je prvi način nanosa vzorca bolj primeren, saj moramo pri drugem načinu pred
izpiranjem razmakniti stekelca, pri čemer vzorec lahko poškodujemo.
(a) (b)
Slika 4.1: Neuspešen (a) in uspešen (b) poskus izdelave strdka. Epruvete smo po-
stavili v toplo kopel. Pri neuspešnem poskusu se rdeče krvničke posedejo, podobno





Ker smo imeli v vzorcu več različnih elementov in fluoroforjev, smo isti del vzorca
osvetili dvakrat - najprej z laserjem z λ = 561 nm in nato še z laserjem z λ = 640
nm. Svetloba je iz vzorca prišla do dveh detektorjev, ki sta hkrati merila intenziteto
vsak v svojem intervalu valovnih dolžin. Kanal poimenujemo posamezno kombina-






zeleni kanal 561 Cy3(605/50) zelena
modri kanal 561 Cy5(685/70) modra
rdeči kanal 640 Cy5(685/70) rdeča
Tabela 4.1: Tabela prikazuje možne kombinacije laserjev in detektorjev. Pri imenu
detektorja je v oklepaju zapisan centralni vrh in širina intervala zaznanih valovnih
dolžin. Zapisana barva predstavlja barvo, v kateri so prikazane meritve na slikah
(false coloring). Obstaja sicer še četrta možnost, kjer na vzorec svetimo z laserjem
z λ = 640 nm in signal zaznavamo z detektorjem Cy3(605/50), vendar je neučin-
kovita. Pri vseh fluoroforjih se namreč pojavi Stokesov premik, kar pomeni, da so
valovne dolžine emisijskega spektra v povprečju pri daljših valovnih dolžinah, kot
valovne dolžine absorpcijskega spektra. Pri tej kombinaciji torej ne bi dobili signala.
Primarno smo morali ugotoviti koliko signala dobimo v posameznem kanalu. To smo
storili s primerjavo maksimalnih intenzitet v vsakem kanalu. Rezultati so prikazani
na slikah 4.2 in 4.3, kjer je kontrast na vseh slikah enak.
Nanocevke titanovega dioksida, označene z barvilom Star 520SXP, imajo večino si-
gnala v zelenem in modrem kanalu (slika 4.2). Torej barvilo, ko ga vzbudimo z
laserjem z λ = 561 nm, zaznamo tako v detektor Cy3(605/50) kot v Cy5(685/70).
Rezultat je pričakovan, če pogledamo spekter na sliki 3.1. Oba detektorja, tako
Cy3(605/50) kot Cy5(685/70), pokrivata del emisijskega spekter barvila Star 520SXP,
torej smo že vnaprej pričakovali delno prekrivanje kanalov.
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(a) Zeleni kanal (b) Modri kanal
(c) Rdeči kanal
Slika 4.2: Konfokalna fluorescenčna mikroskopija nanodelcev. Slike prikazujejo in-
tenziteto svetlobe, ki prihaja iz vzorca v posamezni kanal (različne kombinacije
laserjev in detektorjev, opis v tabeli 4.1).
Elementa v strdku (rdeče krvničke in fibrin, označen z barvilom Alexa 647) zelo
dobro ločimo krajevno, torej lahko strdek uporabimo kot kontrolni vzorec. Na sliki
4.3 je jasno vidno, da se signala rdečih krvničk in fibrina, označenega z barvilom
Alexa Fluor 647, ne prekrivata in sta jasno ločena. Signal rdečih krvničk dobimo v
zelenem kanalu, signal fibrina v rdečem kanalu.
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(a) Zeleni kanal (b) Modri kanal
(c) Rdeči kanal
Slika 4.3: Konfokalna fluorescenčna mikroskopija strdka brez dodanih nanodelcev.
Slike prikazujejo intenziteto svetlobe, ki prihaja iz vzorca v posamezni kanal (različne
kombinacije laserjev in detektorjev, opis v tabeli 4.1). Zelena pika na (a) je rdeča
krvnička, na (c) se lepo vidijo fibrinska vlakna.
Dodaten razlog, da uporabimo za kontrolni vzorec kar strdek sam, je priprava po-
sameznih kontrolnih vzorcev. Fibrinska mreža se namreč v odsotnosti vseh ostalih
elementov krvi ne vzpostavi pravilno (slika 4.4) in nam ne omogoča prave primerjave
med vzorci. Iz te slike lahko določimo le, da barvilo Alexa Fluor 647 sveti v rdeč
kanal. Kontrolni vzorec, ki bi ga sestavljale le rdeče krvničke je zelo gost, zato ga




(a) Zeleni kanal (b) Modri kanal
(c) Rdeči kanal
Slika 4.4: Konfokalna fluorescenčna mikroskopija fibrina. Slike prikazujejo intenzi-
teto svetlobe, ki prihaja iz vzorca v posamezni kanal (različne kombinacije laserjev
in detektorjev, opis v tabeli 4.1). V primerjavi z mrežo, ki se tvori v strdku, je tu
mreža zelo neizrazita. Kljub temu se vidi, da barvilo Alexa Fluor 647 sveti le v rdeči
kanal.
Pričakovali smo, da bomo vse tri elemente v vzorcu lahko ločili na podlagi fluo-
rescence. Signal eritrocitov namreč dobimo v zelenem kanalu, signal barvila Star
520SXP, s katerim smo označili nanocevke, v zelenem in modrem kanalu in signal
barvila Alexa Fluor 647, s katerim je označen fibrin, v rdeč kanal.
Ko smo dodali nanodelce (slika 4.5), smo dobili veliko večjo intenziteto signala v
modrem kanalu. Signala v modrem in rdečem kanalu sta enaka in predstavljata
fibrinsko mrežo. Ker se del signala prekrije tudi v zelenem kanalu, se pojavita dve
možni interpretaciji rezultata. Prva možnost je, da so se nanocevke nalepile na
mrežo in jo popolnoma prekrile, druga možnost je, da se je na fibrin nalepilo prosto
barvilo Star 520SXP in zato signal fibrina dobimo v vseh treh kanalih. Ker iz teh
rezultatov nismo dobili točnega odgovora, smo preizkusili drugo metodo: mikro-
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skopsko slikanje življenjskega časa fluorescence (FLIM).
(a) Zeleni kanal (b) Modri kanal
(c) Rdeči kanal
Slika 4.5: Fluorescenčna mikroskopija strdka z dodanimi nanodelci. Slike prikazujejo
intenziteto svetlobe, ki prihaja iz vzorca v posamezni kanal (različne kombinacije
laserjev in detektorjev, opis v tabeli 4.1).
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Poleg konfokalne mikroskopije smo nanodelce poskušali zaznati tudi s STED mikro-
skopijo. Izbrana barvila so po lastnostih, ki jih navaja proizvajalec, primerna za
STED mikroskopijo [32, 33]. V primeru nanodelcev testnega ekperimenta zaradi ve-
likosti agregatov nismo naredili. STED mikroskopija fibrina, označenega z barvilom
Alexa Fluor 647, je prikazana v strdku brez nanodelcev na slikah 4.6a in 4.6b, kjer
je opazna razlika v debelini fibrinskih vlaken. Rezultati STED mikroskopije, ko smo
dodali obe barvili, so bili zelo slabi (sliki 4.6e in 4.6f). Barvilo je ali močno bledelo,
tako da večkratno snemanje na istem delu ni bilo mogoče, ali je bila intenziteta la-
serja STED prenizka, da bi znatno izboljšali resolucijo. Zato s STED metodo nismo
uspeli ločiti nanodelcev in fibrina.
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(a) Strdek brez dodanih nanodelcev, konfo-
kalna mikroskopija
(b) Strdek brez dodanih nanodelcev, STED
mikroskopija
(c) Povečano območje slike (a), konfokalna
mikroskopija
(d) Povečano območje slike (b), STED mikro-
skopija
(e) Strdek z dodanimi nanodelci, konfokalna
mikroskopija
(f) Strdek z dodanimi nanodelci, STED mi-
kroskopija
Slika 4.6: STED mikroskopija strdka. Na slikah (a) in (b) je pri uporabi STED mi-
kroskopije fibrinska mreža, ko ni dodanih nanodelcev, bolj ostra. S sivo je označeno
območje, ki je povečano na slikah (c) in (d). Na slikah (e) in (f) je pri uporabi STED
mikroskopije fibrinska mreža, ko so v vzorcu dodani nanodelci, podobno široka kot
pri uporabi konfokalne mikroskopije.
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4.2 Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluore-
scence
Na istem delu vzorca, kot smo izvedli fluorescenčno meritev, smo nato izvedli še
meritev FLIM. V mikroskopu smo med obema meritvama zamenjali ogledalo, da
smo preusmerili svetlobo iz detektorjev Cy3(605/50) in Cy5(685/70) na fotopomno-
ževalko. Na vzorec smo ponovno posvetili z vsakim od laserjev in tako dobili dve
meritvi življenjskega časa fluorescence za vsak vzorec.
Vsako barvilo ima svoj življenjski čas. Kljub temu da imata tako Alexa 647 in Star
520SXP zelo podobna življenjska časa (oba okrog 1 ns v raztopini PBS s pH = 7, 4,
[32, 34]), smo upali, da bo v primeru nanodelcev čas krajši, tako kot navaja litera-
tura [16, 35].
Tako kot pri fluorescenci, smo najprej pomerili FLIM kontrolnih vzorcev (nanodel-
cev na sliki 4.7 in krvnega strdka na sliki 4.8). Nanodelci imajo pri uporabi laserja
z λ = 561 nm dva vrhova porazdelitve življenjskih časov. Del vzorca ima kratek
življenjski čas pod 1 ns, točneje 850 ps, del vzorca daljšega, 1750 ps. Pri uporabi
laserja λ = 640 nm je porazdelitev življenjskega časa bolj homogena - en vrh pri
1000 ps. Eritrociti imajo pri vzbujanju z laserjem z λ = 561 nm še nekoliko krajši
življenjski čas kot nanodelci, 570 ps. Življenjski čas fibrinske mreže pri uporabi obeh
laserjev, tako laserja z λ = 561 nm kot laserja z λ = 640 nm, je daljši, 1400 ps.
Čeprav sta življenjska časa eritrocitov in nanodelcev kratka, ju lahko ločimo glede
na valovno dolžino vzbujevalnih laserjev. Eritrociti, za razliko od nanodelcev, ne
svetijo pri vzbujanju z laserjem z λ = 640 nm. Pri kontrolnih vzorcih tudi opa-
zimo razliko v življenjskih časih fluorescence fibrina in nanodelcev, ki sicer ni velika,
vendar vseeno obstaja, torej obstaja možnost, da ju lahko ločimo.
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(a) Življenjski čas - laser z λ = 561 nm (b) Življenjski čas - laser z λ = 640 nm
(c) Histogram - laser z λ = 561 nm (d) Histogram - laser z λ = 640 nm
Slika 4.7: Življenjski čas fluorescence z barvilom Star 520SXP označenih nanodelcev.
Histogram prikazuje normirano število fotonov na interval življenjskega časa.
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(a) Življenjski čas - laser z λ = 561 nm (b) Življenjski čas - laser z λ = 640 nm
(c) Histogram - laser z λ = 561 nm (d) Histogram - laser z λ = 640 nm
Slika 4.8: Življenjski čas fluorescence krvnega strdka - rdeče krvničke in z barvilom
Alexa 647 označen fibrin. Histogram prikazuje normirano število fotonov na interval
življenjskega časa.
Vzorec, v katerega smo dodali nanodelce, je, podobno kot pri fluorescenci, zelo ho-
mogen - po življenjskem času fluorescence ne ločimo rdečih krvnič od fibrina (slika
4.9), vendar pa se pojavijo zanimivi artefakti z izredno kratkim življenjskim časom,
ki so prikazani na sliki 4.10. Artefakti so lahko ali nanodelci ali deli eritrocitov.
Homogenost vzorca na sliki je posledica slabo izbrane fokusne ravnine, ki je bila v
višini fibrinske mreže (center rdečih krvničk, ki imajo krajši življenjski čas fluore-
scence, je nekoliko nižje), zato se rdečih krvnič po življenjskem času fluorescence ne
loči od fibrina.
Povprečen življenjski čas (τNP ) artefaktov je pri vzbujanju z laserjem z λ = 561
nm 784 ps. Tak življenjski čas (pod 1 ns) ustreza tako eritrocitom, kot nanodel-
cem, vendar se artefakti pojavijo tudi pri vzbujanju z laserjem z λ = 640 nm,
kjer je življenjski čas le-teh 436 ps. Zaradi velikosti artefaktov, življenjskih časov
in dejstva, da se pojavijo pri vzbujanju z obema laserjema, lahko sklepamo, da so
ti artefakti nanodelci, ki pa jih je v vzorcu zelo malo. Malo število nanodelcev nas
je sprva presenetilo, glede na dodano količino pri pripravi vzorca. Glede na oce-
njeno površino strdka smo namreč dodali dovolj nanodelcev, da bi morali nanodelci
to površino prekriti. Po razmisleku smo ugotovili, da se nanodelci ne ujamejo na
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vsako vozlišče fibrinskih vlaken, se najverjetneje ne vežejo na fibrinska vlakna in jih
zato pri izpiranju veliko odplaknemo. V fiksiranem vzorcu tako ostane zelo majhen
odstotek dodanih nanodelcev.
(a) Življenjski čas - laser z λ = 561 nm (b) Življenjski čas - laser z λ = 640 nm
(c) Histogram - laser z λ = 561 nm (d) Histogram - laser z λ = 640 nm
Slika 4.9: Življenjski čas fluorescence vzorca krvnega strdka - rdečih krvničk, z barvi-
lom Alexa 647 označenim fibrinom in z barvilom Star 520SXP označenih nanodelcev.
Histogram prikazuje normirano število fotonov na interval življenjskega časa.
40
4.2. Mikroskopsko slikanje življenjskega časa fluorescence
(a) Življenjski čas - laser z λ = 561 nm (b) Življenjski čas - laser z λ = 640 nm
Slika 4.10: Življenjski čas fluorescence vzorca krvnega strdka - rdečih krvničk, z
barvilom Alexa 647 označenim fibrinom in z barvilom Star 520SXP označenih na-






V želji po raziskovanju povezave med pojavom krvnih strdkov in nanodelcev smo
naleteli na problem hkratne detekcije treh različnih elementov v krvnem strdku.
Uporabili smo imeli tri detekcijske metode: konfokalno fluorescenčno mikroskopijo,
STED mikroskopijo in FLIM. Pri raziskavah procesov v bioloških vzorcih pogo-
sto uporabljamo fluorescenco, saj je s pomočjo barvil možno obarvati posamezne
elemente. V našem primeru smo želeli hkrati detektirati fluorescenčno označene
nanodelce, fluorescenčno označen fibrin in rdeče krvničke, pri katerih se pojavi av-
tofluorescenca.
Pred pričetkom meritev smo prilagodili protokol za pripravo tankih vzorcev, primer-
nih za mikroskopijo. Sprva smo imeli težave s pripravo samih strdkov, ker ni nastala
fibrinska mreža. Po uspešnem nastanku strdkov v epruveti, je bilo treba narediti
vzorce dovolj tanke za mikroskopijo. V treh mesecih smo z metodo poskusov in
napak uspeli prilagoditi protokol in narediti primerne vzorce.
Ugotovili smo, da s konfokalno in STED mikroskopijo detekcija vseh treh elementov
ni mogoča. Čeprav smo pri kontrolnih vzorcih videli potencial, da ločimo vse tri
elemente v strdku, v vzorcu krvnega strdka z dodanimi nanodelci nismo mogli z
gotovostjo trditi ali detektiramo nanodelce ali prosto barvilo, ki bi se lahko nalepilo
na druge elemente vzorca. Dodaten problem pri STED mikroskopiji je bil bledenje
vzorca z dodanimi nanodelci, zato bi bilo v prihodnje smiselno preveriti ali obsta-
jajo še kakšne druge možne kombinacije barvil, ki bi omogočale detektiranje vseh
treh elementov tudi prek fluorescenčne mikroskopije (tako kofokalne kot STED) brez
bledenja.
Vse tri elemente smo uspešno detektirali z merjenem življenjskega časa fluorescence,
torej z metodo FLIM. Metoda je bila uspešna, ker je življenjski čas fluorescence
barvila na nanodelcih krajši kot pričakovani življenjski čas, ki je naveden na strani
proizvajalca.
Kljub spremembam v protokolu je število nanodelcev v vzorcu tako majhno, da
nanodelcev ne najdemo v vsakem delu vzorca, zato bi bilo v prihodnje smiselno
dodatno spremeniti protokol, ki bi omogočal večjo vezavo nanodelcev v strdku in
s tem povečal možnost detekcije. Dodatni možnosti za ločevanjem med fibrinskimi
vlakni in nanodelci sta še STED-FLIM mikroskopija, ki je bila na teh vzorcih ne-
uspešna zaradi bledenja, in sipanje svetlobe na vzorcu. V primeru sipanja bi bilo
treba ugotoviti ali obstaja očitna razlika med sipanjem na fibrinu in nanodelci, česar
med meritvami nismo opazili.
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Protokol za izdelavo krvnega strdka
Materiali in kemikalije, potrebni za pripravo krvnih strdkov:
material/kemikalija koncentracija volumen [µL]
modificiran Hepes-Tyrode pufer 745
rdeče krvničke 5 - 10
s trombociti bogata plazma 200
fibrinogen, konjugiran z Alexo 647 (cfibr = 1, 5 mg/mL) 20 µL/mL 12,7
trombin 1 enota/mL 2
nanodelci (cNP = 1 mg/mL) 1
Kemikalije, potrebne za pripravo 100 mL modificiranega Hepes-Tyrodenovega pufra:










1. Kemikalije za mTH zatehtamo v tehtalnih ladjicah in jih stresemo v 100 mL
bučko. Dodamo magnetek in z dH2O dopolnimo do oznake. Bučko postavimo
na magnetno mešalo in mešamo 10 min, da se vse komponente pufra raztopijo.
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2. Svežo kri centrifugiramo 15 min na 100G (950 obratih na centrifugi v celičnem)
pri 15 ◦C in s tem ločimo s trombociti bogato plazmo (PRP) in rdeče krvničke
(RBC), ki ju prestavimo vsakega v svojo vialo. PRP za vsaj 30 min postavimo
na 30 ◦C (banjica). Prav tako na 30 ◦C segrejemo pufer.
3. Medtem ko se kri centruifugira si pripravimo stekelca, na katera bomo nanašali
vzorce in trombin. Stekelca speremo s 70 % etanolom in po potrebi za 30 min
inkubiramo s poly-L-lizinom, ki ga speremo z destilirano vodo.
4. Trombin vzamemo iz zamrzovalnika, ampak ga nenehno hranimo na ledu. Raz-
redčimo ga tik pred uporabo. Pripravimo si še petrijevko (velikost odvisna od
količine vzorcev), v katero damo brisačko, navlaženo s PBS.
5. V viali zmešamo mTH, RBC, PRP in fibrinogen, konjugiran z Alexo 647. Če
nas zanima vpliv NP na nastanek strdka, dodamo še NP. Dobro premešamo
vse komponente in šele nato dodamo trombin v primerni koncentraciji. Po
dodatku trombina epico 2x obrnemo na glavo, da premešamo njeno vsebino.
Takoj začnemo nanašati vzorce na stekelca.
6. Možnosti nanosa na stekelca:
• Za tanjše vzorce uporabimo vatirano palčko, s katero razmažemo vzorec
na stekelce, ali
• na objektno steklo nalepimo dva koščka selotejpa v razmiku velikosti krov-
nega stekelca. Med selotejpa dodamo 5 – 8 µL vzorca in nanj položimo
krovno stekelce.
7. Tako pripravljene vzorce položimo v predpripravljeno petrijevko z navlaženo
brisačko in jih inkubiramo na 37 ◦C za želen čas inkubacije. Petrijevko posta-
vimo na grelno ploščo in jo pokrijemo z drugo petrijevko, folijo, parafilmom
.
8. Po končani inkubaciji vzorce speremo z 1x PBS in jih 1 h fiksiramo v 2,5
% glutaraldehidu (redčeno z 1x PBS s pH 7,4). Vsak vzorec nato za 5 min




Protokol za označevanje nanodelcev
1. del: Funkcionalizacija
1. 100 mg nanocevk TiO2 (TiO2 - NT) odtehtamo v 100 ml bučko z okroglim
dnom.
2. V bučko z nanocevkami dodamo 30 ml suhega toluena in v ultrazvočni kopeli
(Elma, Elmasonic P) sonicirajte 20 minut pri 37 kHz, da zagotovimo dobro
disperzijo.
3. V bučko dodamo magnet in bučko postavimo na magnetni grelnik. Disperzijo
segrevamo na oljni kopeli (oil bath) pri 60 ◦C ob stalnem mešanju.
KRITIČNI KORAK: Suhi toluen je treba uporabiti, da se izognemo sledem
vode v reakcijski mešanici, ki povzroča zamreženje AEAPMS in moti kemično
reakcijo.
4. 30 ml suhega toluena nalijemo v 50 ml bučko z okroglim dnom, nato dodamo
840 µL 3- (2-aminoetilamino) propiltrimetoksisilana (AEAPMS). Za temeljito
mešanje raztopino postavimo na vibracijsko mešalo ali stresamo 30 sekund.
KRITIČNI KORAK: Znova je treba uporabiti suh toluen, da se izognemo
sledem vode.
5. Čez 30 minut po kapljicah dodamo raztopino AEAPMS, razredčeno v suhem
toluenu, k disperziji (TiO2-NTs) s v suhem toluenu.
6. Reakcijsko mešanico pustimo na grelcu en teden pri 60 ◦C.
7. Nato reakcijsko zmes ohladimo na sobno temperaturo.
8. Reakcijsko zmes vlijemo v 100 ml stekleno centrifugirko in jo centrifugiramo
5-10 minut pri 2500 vrtljajev/min.
9. Odstranimo tekočo fazo.
10. Trdni material speriemo s 30 ml toluena in centrifugiramo 5-10 minut pri
2500 vrtljajev/min. Po centrifugiranju odcedimo /odstranimo tekočo fazo.
Postopek ponovimo 3-krat.
11. Ponovimo korak 10, pri čemer uporabimo heksan namesto toluena. Tudi ta
korak ponovimo 3-krat.
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12. Stekleno centrifugirko postavimo v pečico in vzorec/produkt sušimo na 80 ◦C
čez noč (12 h).
13. Prenesemo stekleno centrifugirko v vakuumski sušilnik in vzorec/produkt su-
šimo na 80 ◦C in 150 mbar 2 uri.
14. Funkcionalizirane nanocevke TiO2 (f-TiO2-NTs) shranimo v plastične škatle
s pokrovčki ali v steklene viale. Uporabimo parafilm, da vsebino dodatno za-
premo in se s tem izognemo morebitnim nesrečam.
PREVERJANJE KAKOVOSTI: Kakovost funkcionalnosti je preverjena z me-
ritvami FTIR in Zeta potenciala osnovnega in funkcionaliziranega materiala.
2. del: Označevanje
Ta protokol za označevanje je zasnovan za označevanje AEAPMS funkcionalnih
TiO2-NTs s hidrofilno barvilom SDP ester. Če izberete drug povezovalnik (ang.
linker) in / ali barvilo (tudi sonda), je treba v protokol vnesti več sprememb. Naj-
pomembneje je, da pH reakcijske raztopine pomaga kemični reakciji med veznikom
in sondo, hkrati pa zagotovi stabilno suspenzijo nanodelcev.
2.a del: Priprava pufra
15. V 500-mililitrsko bučko natehtamo 2,65 g NaHCO3 in 2,10 g Na2CO3.
16. V 500-mililitrsko bučko dodamo 500 ml prečiščene vode tipa 1 (npr. Voda
MilliQ) in magnet.
17. 500-mililitrsko bučko postavimo na magnetno mešalo in mešamo 10 min pri
1000 vrtljajih/min. V bučki imamo sedaj natrijev bikarbonatni pufer s pH ≈
10 in osmolarnostjo 0,5 osm.
18. Izmerimo pH pufra s pH elektrodo. Če dobimo vrednosti manjše od 9,8, je
treba pufer ponovno pripraviti z večjo previdnostjo.
KRITIČNI KORAK: Pri pH, nižjem od 9,5, bodo nanodelci bolj nagnjeni k
aglomeraciji in večina f-TiO2-NTs bo slabo dispergirana (kritični pH je mogoče
ugotoviti iz meritve Zeta potenciala f-TiO2-NTs). Med označevanjem želimo
čim večjo površino NT izpostaviti barvilu.
19. Z dodatkom 1 ml pufra in 99 ml prečiščene (npr. MilliQ) vode v 100 ml bučko
pufer razredčimo 100-krat. Dobimo 100x razredčen natrijev bikarbonatni pufer
(100-krat raztopina, oznaka: 100x dil. buff.) z osmolarnostjo 0,5 m.
20. S pH elektrodo izmerimo pH 100x razredčenega pufra. Izmerjena vrednost
mora biti približno 10 - če ne, ponovno pripravimo pufer.
2.b del: Označevanje
21. S pomočjo natančne tehtnice odtehtamo 6 mg f-TiO2-NTs, neposredno na 8
ml stekleno vialo, če je le mogoče.
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22. Dodamo 6 ml 100x razredč. puf. s pH = 10 (pripravljeno v korakih 15-20) v
8 ml stekleno vialo, da dobimo koncentracijo NP 1 mg/ml.
KRITIČNI KORAK: Začetno raztopino 0,1 M natrijevega bikarbonatnega pu-
fra s pH ≈ 10 je treba razredčiti vsaj 100 x zaradi senčenja naboja med po-
vršino f-TiO2-NT in fluorescentno sondo. Če je osmolarnost pufra previsoka,
postane elektrostatična privlačnost med sondo in povezovalcem zanemarljiva
na razdaljah, večjih od 1-10 nm. Posledica tega je neuspešno označevanje f-
TiO2-NT. Prav tako koncentracija NP ne sme preseči 1 mg/ml. Večja koncen-
tracija NP-ja bo povzročila prekomerno združevanje NP-jev in s tem sterično
povezovanje (anf. steric confinement) NP-jev. To povzroči znatno zmanjšanje
izpostavljene površine NP in posledično močno zmanjša učinkovitost označe-
vanja.
23. 8-mililitrsko stekleno vialo z raztopino f-TiO2-NT soniciramo v ultrazvočni
kopeli (Branson 2510) 30 s, da se NT dispergirajo.
24. Odvijemo mikrotip s sonikatorja (MISONIX ultrazvočni tekoči procesor s 419
mikrotipTM) in ga zgladimo z brusnim papirjem do gladkega.
25. Mikrotip privijemo nazaj na sonikator.
26. V 12 ml plastično centrifugirko dodamo 6 ml 96% etanola (EtOH) in jo pritr-
dimo s pomočjo stojala v sonicatorju.
27. Plastično centrifugirko prilagodimo tako, da približno 4 cm mikrotipa poto-
pimo v EtOH.
28. Soniciramo v ledeni kopeli 1 min, pri čemer uporabimo nastavitev 5 s delo-
vanja, 5 s mirovanja (skupno 2 min). Amplituda (moč) je nastavljena na 70
(20-30 W).
29. Odstranimo 12 ml plastično centrifugo z EtOH in konico obrišemo s svežo
papirnato brisačo.
30. V novo 12 ml plastično centrifugirko dodamo 6 ml 100x razredč. pufer s
pH ≈ 10 in jo pritrdimo s pomočjo stojala v sonicatorju.
31. Ponovimo korake 27-29 z uporabo 100-krat razredčenega bikarbonatnega pufra
namesto EtOH. Tokrat opustimo brisanje konice s svežo papirnato brisačo.
32. Vstavimo 8 ml stekleno vialo z razredčenimi f-TiO2-NT na stojalo v sonica-
torju.
33. 8 ml stekleno vialo prilagodite tako, da se konica nahaja približno 1 cm od
dna viale in se ne dotika stene steklene viale. Zatesnimo odprtino viale s
parafilmom. Zapremo vrata sonikatorja, nato zapremo digestorij in vklopimo
prezračevanje digestorija.
KRITIČNI KORAK: Nujno je treba preprečiti, da se konica sonikatorja ne
dotakne steklene viale - pri stiku s steklom lahko nastanejo iskre, tresljaji na
stekleni viali pa lahko povzročijo, da bo viala zdrsnila v ledeno kopel, kar bo
povzročilo izgubo vzorca. V najhujšem primeru bi vibracije lahko povzročile
eksplozijo steklene viale.
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34. Soniciramo v ledeni kopeli 15 minut, pri čemer uporabimo nastavitev 5 s de-
lovanja, 5 s mirovanja (skupno 30 min). Amplituda (moč) je nastavljena na
70 (20-30 W).
35. Razredčimo 1 mg svežega Alexa 488 Fluor SDP-estra (velja za katero koli
drugo barvilo z etrsko skupino) v 100 µL brezvodnega DMSO, da dobimo
koncentracijo c = 12,1 mM.
KRITIČNI KORAK: Zelo pomembno je imeti sveže barvilo ali barvilo, ki je
bilo shranjeno v prahu na −20 ◦C ali manj in ni bilo stiku (ali zelo kratek
čas) z vlažnim zrakom ali s katero koli tekočino, ki vsebuje sledi vode. Estrske
skupine so zelo reaktivne z vodo, kar posledično vodi do izgube skupin vezivnih
estrov, potrebnih za pritrditev sonde na veznik. Učinkovitost označevanja je
tako močno znižana. Redčenje sonde je treba opraviti tik pred dodajanjem
sveže soniciranemu f-TiO2.
36. V 8 ml stekleno vialo, ki vsebuje sveže sonicirane NT, dodamo 19, 83 µL 12,1
mM barvila Alexa 488.
37. 8 ml stekleno vialo nežno pretresemo na vibracijskem mešalu 15 sekund.
38. Ponovimo koraka 33 in 34. Čas izvajanja spremenimo na 30 min (skupaj 60
minut). Preden pritisnemo gub za začetek izvajanja programa, vzorec ali vrata
sonikatorja pokrijemo z aluminijasto folijo, da preprečimo fotobledenje barvila.
39. Odstranimo 8 ml stekleno vialo iz sonikatorja, dodamo majhen magnet in
zapremo s pokrovčkom. Za tesnjenje pokrovčka uporabimo parafilm.
40. 8 ml stekleno vialo postavimo na magnetno mešalo, ki ga nastavimo na 260
vrtljajev/min. Vialo zavarujemo z nekaj lepilnega traka, da se ne prevrne,
pokrijemo z majhno bučko (prav tako jo pritrdimo z lepilnim trakom) in bučko
tesno zavijmo v aluminijasto folijo. Vialo pustimo na mešalu čez noč (12-14
h).
41. Po 12-14 urah odstranimo 8-mililitrsko stekleno vialo z magnetnega mešala in
odpremo pokrov. Odstranimo magnet z izbirnikom (picker) magnetov. Med
odstranjevanjem magneta se ne dotikamo vzorca in s tem preprečimo konta-
minacijo.
42. Zapremo pokrovček na viali in ga zatesnimo s parafilmom. Vialo ovijemo v
aluminijasto folijo in hranimo v hladilniku (4 ◦C), dokler se ne izvede odstra-
njevanje prostega barvila (3. del).
3. del: Odstranjevanje prostega barvila s centrifugalno filtrirno napravo
Ta protokol je zasnovan za 2 ml vzorec nanodelcev in 4 ml Amicon Ultra 100K
napravo za centrifugalni filter (CFD) s 100 kD membrano.
KRITIČNI KORAK: Če uporabljate drugačno filtrirno napravo in / ali drugačno
prostornino nanodelcev, je treba spremeniti čas centrifugiranja in hitrosti, srednji
volumen itd. Prav tako mora biti velikost por membrane v napravi za centrifugalni
filter večja od velikosti barvila in manjša od velikosti nanodelcev (glejte smernice
proizvajalca).
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KRITIČNI KORAK: Če se uporabljajo druga barvila in/ali nanodelci, bo morda
treba čistilni medij zamenjati s primernejšim (NP morajo biti stabilni v disperziji,
barvilo mora biti topno v mediju).
3.a del: Odstranitev prostega barvila
43. Pripravimo napravo za centrifugalni filter v skladu s smernicami proizvajalca -
na primer omočimo membrano s centrifugiranjem 1 ml deionizirane vode skozi
njo. Nato odcedimo vodo in posušimo predel filtrata.
44. V zgornji del naprave položimo 2 ml označenih nanodelcev in zapremo pokrov-
ček. Napravo postavite v centrifugo in jo uravnotežite s centrifugalno cevjo,
napolnjeno z vodo do enake teže.
45. Centrifugamo 15 minut pri 1000 g.
46. Ko je centrifugiranje končano, odstranite napravo za centrifugalno filtriranje
iz centrifuge in prenesite filtrat (tekočino, ki se je nabrala pod membrano) v
Eppendorf vialo za nadaljnjo analizo. Ne pozabite etiketirati svojih vzorcev in
jih zapreti s parafilmom (da preprečite izparevanje)! Prav tako moramo svoje
vzorce zaviti v aluminijasto folijo, da preprečimo fotobledenje.
47. Prostor za filtracijo naprave speremo z etanolom in obrišemo s papirnim robč-
kom s pinceto.
48. Prostor za filtrat napolnimo z medijem, ki ga sestavlja 70% etanol in 100-krat
razredčen bikarbonatni pufer (70% etanol + bikarbonatni pufer) (recept: steh-
tamo: 31,69 g 96% EtOh, nato dodamo 0,5 ml nerazredčenega bikarbonatnega
pufra in 11.265 mg H2O). Uporabimo dovolj te mešanice, da je membrana vsta-
vljena nazaj v filtrirno napravo, popolnoma potopljena (to bo zagotovilo boljše
spajanje z ultrazvočno kopeljo).
49. Vzorec resuspendiramo na zgornjem delu naprave (retentatu) z 2 ml 70% eta-
nola + bikarbonatnega pufra (isti medij kot korak 48) in temeljito premešamo
s pipeto.
50. Zapremo filtrirno napravo in soniciramo v ultrazvčni kopeli (Branson 2510)
20 sekund, da zmanjšate količino NP-jev, prilepljenih na membrano CFD, in
razgradimo agregate NP.
51. Vsebino filtrata zavržemo.
52. Ponovimo korake 45–51 s 70% pufrom etanol + bikarbonat in nato še dvakrat
s 100-krat razredčenim bikarbonatnim pufrom, da zmanjšamo količino etanola
v končnem vzorcu.
3.b del: Shranjevanje končnega, očiščenega vzorca
53. Prostor za filtrat napolnimo z želenim končnim medijem (ponavadi uporabimo
100-krat razredčen bikarbonatni pufer). Ponovno uporabimo dovolj te meša-
nice, da membrano vstavljeno v CFD, potopimo.
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54. Ponovno vstavimo v retentat polovico začetne prostornine (v našem primeru
1 ml) želenega končnega medija in dobro premešamo s pipeto.
55. Zapremo filtrirno napravo in soniciramo v ultrazvčni kopeli (Branson 2510)
20 sekund, da zmanjšate količino NP-jev, prilepljenih na membrano CFD, in
razgradimo agregate NP.
56. Vsebino filtrata zavržemo.
57. Retentat prestavimo/odpipetiramo v 2 ml Eppendorf (ali stekleno) vialo.
58. Ponovimo korake 54-57, da dosežemo ustrezno koncentracijo NP (vzorec pre-
stavimo v isti Eppendorf kot v koraku 57, tako da je končna koncentracija NP
enaka kot na začetku).
59. Preverimo, ali so vsi shranjeni filtrati in retentati pravilno označeni, zaprti s
parafilmom in oviti v aluminijasto folijo, da preprečimo fotobledenje.
PREVERJANJE KAKOVOSTI: Uspeh čiščenja preverjamo z izračunavanjem
koncentracije prostega barvila v filtratih s fluorometričnimi meritvami. Za re-
ferenčno meritev se meri tudi fluorescenčni signal iz neočiščenega in popolnoma
očiščenega vzorca.
60. Pred kakršno koli meritvijo z označenimi nanodelci ponovimo korake 45-47,
53-59, pri čemer uporabimo medij za merjenje kot želeni medij, da odstranimo
vso barvilo, ki bi se lahko desorbirale iz nanodelcev.
KRITIČNI KORAK: V našem primeru je bil očiščen vzorec stabilen le nekaj
dni. Po tem času je prosto barvilo motilo meritve, razen če je bil pred meritvijo
odstranjen s centrifugalno filtrirno napravo.
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